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光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 AglaOBPI2 的 基因 克隆 、 
表达 及 配 体 结 合 特征 
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摘要 :【 目 的 】 克 隆 和 鉴定 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis 气味 结合 蛋白 (odorant binding 
proteins, OBPs) 基因 ,明确 其 表达 特点 及 与 寄主 植物 挥发 物 的 结合 特性 ,有 助 于 益 明 光 肩 星 天 牛 嗅 
觉 识 别 的 分 子 机 制 。【 方 法 】 根 据 光 肩 星 天 牛肉 成 虫 触角 转录 组 数据 ,利用 RT-PCR 克隆 0BP12 X 
,并 进行 生物 信息 学 分 析 。 通 过 实时 定量 PCR(qRT-PCR) 测 定 OBP12 AAA ERF R AA 
头 ( 移 除 触角 ) 、 胸 、 腹 、 足 、 起 中 的 转录 水 平 。 利 用 原核 表达 系统 和 Ni 离子 亲 和 层 析 技 术 表达 和 纯 
化 OBP12 重组 蛋白 ,荧光 竞争 结合 实验 测定 重组 蛋白 与 39 种 气味 配 体 的 结合 能 力 。[【 结果 】 获 得 
光良 星 天 牛气 味 结合 蛋白 基因 Agla0BP12(GenBank 登录 号 : KX890109 ) 的 完整 编码 序列 ,其 开放 
阅读 框 长 414 bp ,编码 137 PAAR, N 未 端 具 有 18 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 序列 ,蛋白 序列 具有 6 
AM SE 85 2E BC LER 7X XE, AglaOPB12 属于 Classical OBPs 亚 家 族 基 因 。qRT-PCR 测定 结果 表明 ， 
Agla0BP12 主要 在 成 虫 触角 中 表达 ,在 其 他 组 织 微量 表达 。 在 待 测 的 39 种 寄主 植物 挥发 物 中 , 重 
组 蛋白 AglaOBPI2 仅 与 19 种 化 合 物 具有 结合 活性 ,表明 AglaOBP12 对 寄主 植物 挥发 物 具 有 明显 的 
选择 结合 特性 。 重 组 蛋白 Agla0BP12 与 十 二 烷 醇 .十 四 烷 酵 法 尼 醇 十 二 醛 乙酸 - 顺 -3- 己 烯 酯 和 
B- 石 竹 烯 的 结合 能 力 较 强 , 结 合 常 数 分 别 为 1.96, 0.96, 1.03, 0.82, 0.77 和 0.74 pmol/L。[【 结 
论 ] 明 确 了 Agla0BP12 的 核 苦 酸 和 和 气 基 酸 序列 组 成 ,重组 AglaOBPI2 蛋白 与 主 链 有 12 个 碳 原子 的 
X BXA i AAA M TEATTES) 25 EYE. TRdE Agla0BP12 基因 的 表达 特点 和 重组 蛋白 的 
结合 特性 ,推测 AglaOBPI2 在 光 肩 星 天 牛 成 虫 定 位 补充 营养 寄主 植物 中 发 挥 重 要 作用 。 
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cDNA cloning, expression and ligand binding properties of the odorant 





binding protein AglaOBP12 in the Asian longhorned beetle, Anoplophora 


glabripennis ( Coleoptera: Cerambycidae) 

LI Guang-Wei* , CHEN Xiu-Lin, SHANG Tian-Cui ( College of Biology and Geography, Yili Normal 
University, Yining, Xinjiang 835000 , China) 

Abstract: [ Aim] Cloning and identification of the odorant binding protein (OBP) genes and clarifying 
their expression features and ligand-binding characteristics with host-plant volatiles are helpful to address 
the molecular mechanisms of olfaction in the Asian longhorned beetle, Anoplophora glabripennis. 
[Methods] Based on the antenna transcriptome data of A. glabripennis female adult, the complete coding 
sequence of OBP12 was cloned using RT-PCR and bioinformatically analyzed. The expression levels of 


OBP12 in the antenna, head ( without antennae) , thorax, abdomen, leg and wing were assayed by real- 
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time quantitative PCR (qRT-PCR). The recombinant OBP12 protein was prokaryotically expressed and 
then purified by Ni ion affinity chromatography. The binding affinities of the recombinant OBP12 with 39 
ligands were assessed by using fluorescent competitive binding assay. [Results] AgiaOBP12 of A. 
glabripennis was successfully cloned and sequenced ( GenBank accession no. : KX890109). Its ORF is 
414 bp in length, encoding 137 amino acids with the signal peptide of 18 amino acids at the N-terminal. 
The matured protein possessed six conserved cysteines and could be classified into the Classical OBP 
subfamily. qRT-PCR results showed that AglaOBP12 primarily expressed in the antenna and slightly 
expressed in other tissues. Among the 39 chemicals tested, the recombinant AglaOBP12 had only binding 
activities to 19 compounds, suggesting that AglaOBP12 has obvious selective binding characteristics to 
host plant volatiles. The recombinant AglaOBP12 showed higher binding affinities to dodecanol, 
tetradecanol, farnesol, dodecanal, cis-3-hexenyl acetate and Q-caryophyllene, with the K, values of 
1.96, 0.96, 1. 03, 0. 82, 0. 77 and 0. 74 jumol/L, respectively. [ Conclusion] The nucleotide and 
deduced amino acid sequences of AglaOBP12 were characterized in this study. AglaOBP12 shows 
particularly strong binding affinities to alcohols, aldehydes and terpenes with 12 carbon atoms in the 
main-chain. Based on the results of qRT-PCR and fluorescent competitive binding assay, we speculated 
that AglaOBP12 in the Asian longhorned beetle plays an important role in locating trophic host plants. 


Key words: Anoplophora glabripennis; odorant binding protein; olfactory; gene expression; fluorescence 


competitive binding assay 


光 肩 星 天 和 牛 Anoplophora glabripennis ( S85 $8 H : 
天 牛 科 ) 是 我 国 林木 上 一 种 重要 的 毁灭 性 星 干 害 
虫 , 主 要 危害 杨 Populus spp.， 柳 Salix spp.， 枯 Acer 
spp.， 榆 Ulmus spp. 和 胡桃 Juglans spp. 等 属 的 多 种 
树种 ( 李 国 宏 等 , 2010)。 该 虫 虽然 寄主 广泛 ,但 成 
虫 对 寄主 植物 有 明显 的 取 食 和 产 卵 偏好 ,如 嗜 食 五 
ft BÀ Acer mono 嫩 梢 ,更 偏好 在 旱 柳 Salix matsudana 
上 产 卵 ,灵敏 的 嗅觉 系统 在 成 虫 定位 补充 营养 寄主 、 
产 卵 寄主 植物 中 起 着 重要 作用 ( Yan et al., 2008), 
前 人 已 在 寄主 植物 挥发 物 鉴定 对 成 由 有 电 生 理 活 
性 的 挥发 物 组 分 的 筛选 等 方面 做 了 大 量 研究 ( 金 幼 
菊 等 , 2004; Nehme et al., 2010; 范 丽 清 等 , 2012， 
2013; Meng et al., 2014; 杜 和 芬 等 , 2016; XX 
等 , 2016; RTE, 2017) 。 深 入 探究 光 肩 星 天 牛 唱 
觉 相 关 和 蛋白 基因 的 生理 功能 ,阐明 该 虫 嗅觉 识别 的 
分 子 机 制 , 将 有 助 于 推动 光 肩 星 天 牛 行为 调控 技术 
的 开发 和 应 用 。 

气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins, OBPs) 
FREUE PEE MED ND Sr LK TER CHA T SEE fth 
ff gk vie E E d. E DOT Lus IR SE TH 2 C ( olfactory 
receptor neurons, ORNs) 树 突 膜 的 气味 受 体 (odorant 
receptors, ORs) 上 ,激活 嗅觉 信号 传导 途径 ,是 昆虫 
感知 外 界 环境 的 基础 (Justice et al., 2003; Pelosi et 
al., 2006) 。 依 据 序列 的 同 源 性 可 将 昆虫 OBPs 分 为 
性 信息 素 结 合 蛋 白 (pheromone binding proteins, 
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PBPs) .普通 气味 结合 蛋白 (general odorant binding 
proteins, GOBPs) ) 和 触角 结合 蛋白 (antennal binding 
proteins, ABPx)3 % ( Hekmat-Scafe et al., 2002) ; 根 
据 氨基 酸 序 列 中 保守 半 胱 氨 酸 数量 可 将 OBPs 分 为 
Classical OBPs, Plus-C OBPs, Dimer OBPs, Minus-C 
OBPs 和 Atypical OBPs 5 类 ( Manoharan et al., 
2013). 。 随 着 基因 组 和 转录 组 测序 技术 的 快速 发 
J&,U TES H EWH DUHH MHH JRH H F 
XH HAE 7 个 目的 多 种 昆虫 触角 中 鉴定 到 大 量 的 
OBPs 基因 ,并 利用 奖 光 竞争 结合 实验 测定 了 200 多 
种 昆虫 OBPs 的 结合 功能 (Zhou et al., 2004; Gong et 
al., 2007; Vandermoten et al., 2011; Deng et al., 
2012; Li et al., 2015, 2017; Ahmed et al., 2017) 。 
目前 ,对 光 肩 星 天 牛 嗅觉 相关 和 蛋白 基因 功能 的 研究 
其 少 。Hu 等 (2016) 利 用 转录 组 测序 在 光 肩 星 天 牛 
成 虫 触角 中 鉴定 到 42 种 气味 结合 蛋白 ,12 种 化 学 
感受 蛋白 (chemosensory proteins, CSPs) ,37 种 气味 
受 体 (odorant receptors, ORs) ,2 种 嗅觉 感受 神经 元 
IRE H (sensory neuron membrane proteins, SNMPs) 
和 14 种 气味 降解 酶 (odorant degrading enzymes, 
ODEs) ; 李 广 伟 等 (2017a) 研 究 表明 , 光 肩 星 天 牛气 
味 结合 蛋白 基因 除 主要 在 触角 中 表达 外 ,在 头 、 胸 、 
腹 . 足 ` 翅 的 个 别 组 织 中 也 有 表达 ; EAM (2017 ) 
鉴定 了 光 肩 星 天 牛 性 信息 素 结合 蛋白 PBP1 和 
PBP2 基因 ,并 对 两 种 PBPs 基因 在 成 虫 身 体 不 同 部 
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的 表达 特点 进行 分 析 。 

基于 光 肩 星 天 和 牛 触角 转录 组 数据 分 析 , 发 现 触 
角 候 选 OBPI2 基因 在 转录 组 中 的 RPKM (每 百 万 个 
reads 中 来 自 某 基因 每 千 碱 基 长 度 的 reads 数 ,Reads 
per kilobase per million mapped reads ) 值 相 对 较 高 。 
为 了 进一步 研究 AglaOBPI2 的 生理 功能 ,本 研究 首 
先 克 隆 了 该 基因 的 完整 编码 序列 ,测定 了 该 基因 在 
成 虫 不 同 组 织 的 表达 特点 ,通过 异 源 原核 表达 和 和 蛋 
白 纯 化 获得 Agla0BP12 重组 蛋白 ,利用 荧光 竞争 结 
合 实验 测定 重组 蛋白 与 39 种 气味 配 体 的 结合 能 力 ， 
以 期 加 深 对 光 肩 星 天 牛 的 嗅觉 识别 机 制 的 了 解 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

光 肩 星 天 牛 幼虫 采 自 新 疆 伊 末 市 (采集 时 间 : 2016 
年 5 月 26 日 ) ,寄主 植物 为 五 角 枫 。 将 受 光 肩 星 天 牛 
幼虫 危害 的 五 角 枫 枝 干 截 成 530 ~ 80 cm 的 短 枝 , 带 回 
实验 室 后 装 入 纱 网 (30 目 ) 系 紧 袋 口 并 喷 水 保 湿 。 符 
成 虫 羽 化 后 将 上 肉 雄 分 开 并 置 于 人 工 气 候 箱 内 饲养 ， 
饲养 条 件 : 温 度 26 + 1Y ,相对 湿度 40% ~60% , 光 
周期 15L: 9D ,成 虫 以 饲 喂 五 角 枫 嫩 校 补充 营养 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 
1.2.1 主要 试剂 :总 RNA 提取 试剂 RNAiso Plus, 
反 转 录 试 剂 盒 Reverse Transcriptase M-MLV, Ex Taq 
DNA 聚合 酶 ,实时 荧光 定量 试剂 盒 SYBR® Premix 
Ex Taq™ IL, EN BamH I 和 Hind ll, 克隆 载体 
pMD® 19-T, DNA marker D12000 和 低 分 子 量 和 蛋白 
Marker 购 自 TaKaRa 公司 ;质粒 提取 试剂 盒 和 胶 回 
收 试剂 盒 购 自 Omega 公司 ; 感受 态 细胞 DH5o, 
BL21(DE3 ) 和 表达 载体 pET28a( + ) 购 自 全 式 金 生 
物 科 技 有 限 责 任 公司 ; His 标签 亲 和 层 析 柱 及 填料 、 
免疫 印迹 化 学 发 光 试 剂 ( 超 灵敏 型 ) 购 自 七 海 复 泰 
生物 科技 有 限 公 司 ; 抗 His 标签 鼠 单 克隆 抗体 购 自 
康 为 世纪 有 限 公司 ; 羊 抗 鼠 二 抗 EC(H+L) A 
Jackson 公司 ; 严 光 探 针 N25 -1-23 Bt ( N-phenyl-1- 
naphthylamine, 1-NPN) lj E TCI;39 种 挥发 物 的 化 
学 合成 品 购 自 Sigma-Aldrich, Aladdin, Macklin, 
Alfa 和 TCI 试剂 公司 ,其 他 无 机 或 有 机 试剂 均 为 
产 或 进口 分 析 纯 。 
1.2.2 主要 仪器 :PCR [X ( GeneAmp PCR system 
9700, Gene limited company) ; 实时 奖 光 定量 PCR 仪 










































































(iQ5 Bio-Rad) ; 2:062] 2COG ETT ( H 5z F-4500, H 
本 经 营 电子 电器 有 限 公 司 ) ;核酸 蛋白 浓度 测定 仪 
(SimpliNano, GE) ;全 波长 酶 标 仪 ( Bio-Tek, Biotek 
公司 ) ;UVP 凝 胶 成 像 系统 (UVP 公司 ) 。 
1.3 RNA 提取 及 cDNA 模板 合成 

收集 光 肩 星 天 牛 5 日 龄 雌 、 雄 成 虫 的 触角 KAR 
( 移 除 触角 ) 胸部 上 腹 部. 足 和 翅 , 其 中 触角 . 足 和 翅 
各 收集 20 对 , 头 和 胸 各 10 c, ES 枚 ,每 个 样品 3 
次 重复 。 将 收集 到 的 样品 立即 置 于 用 液 氮 冷却 处 理 
过 的 小 型 研 钵 中 研磨 ,参照 RNAiso Plus ( TaKaRa) 
提供 的 说 明 书 提取 总 RNA ,核酸 蛋白 浓度 测定 仪 测 
定 总 RNA 浓度 及 0DoZ0OD>m 值 ,1.0% PRIE DESEE 
电泳 检测 总 RNA 的 完整 性 。DNase I 除去 总 RNA 
中 的 基因 组 DNA 后 用 M-MLV 反 转 录 酶 合成 cDNA 
第 1 B, -80Y 保存 备用 。 
1.4 ” 光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 基因 克隆 

以 光 肩 星 天 牛肉 虫 触角 cDNA. 为 模板 ,根据 光 
户 星 天 牛肉 虫 触 角 转 录 组 测序 注释 到 的 候选 OBP12 
基因 序列 设计 特异 性 引物 ( 表 1) 扩 增 其 完整 编码 序 
Jj, PCR 反应 体系 和 扩 增 条 件 参 照 Taq DNA 
Polymerase 试剂 全 推荐 的 方法 略 有 改动 。 用 1. 5% 
琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 PCR 产物 ,将 符合 预期 大 小 的 
DNA 片段 纯化 回收 后 连接 到 pMD® 19-T 克隆 载体 
上 ,然后 转化 DH5a 感受 态 细胞 , 蓝 白斑 筛选 后 随机 
挑 取 5 个 阳性 菌落 至 含有 Amp 抗 性 的 LB 培养 基 中 
振荡 培养 12 ~ 16 h(37%C, 220 r/min) , 提取 质粒 
DNA 后 送 北 京 奥 科 生物 有 限 公司 测序 。 
1.5 序列 分 析 

利用 在 线程 序 Open Reading Frame Finder 
(http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html ) 预 
测 气味 结合 蛋白 基因 的 开放 阅读 框 , 利 用 Primer 
Premier 5 软件 将 核 昔 酸 序列 翻译 成 氮 基 酸 序 列 ， 
SignalP 4. 1 Server 在 线程 序 ( http: // www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP/ ) 预测 和 蛋白 的 信号 肽 ,在线 软件 
Expasy( http: // web. expasy. org/protparam/ ) 预测 蛋 
白 的 分 子 量 和 等 电 点 ,DNAMAN 6.0 软件 进行 多 序 
列 比 对 。 在 光 肩 星 天 牛 OBPI2 与 其 他 昆虫 OBPs 的 
系统 发 育 进 化 树 构建 中 ,采用 clustalx1. 83 进行 多 序 
列 比 对 ,利用 MEGAG. 0. 6 软件 并 采用 最 大 似 然 法 
( maximum likelihood, ML) ( Bootstrap: 1 000 次 ) 构 
建 进化 树 ,最 后 使 用 Figtree v1.4.0 #0 Photoshop CS5 
软件 对 系统 进化 树 进行 特殊 标记 。 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 
引物 Primers 引物 序列 (5' -3^) 引物 用 途 
Primer sequences Use of primers 

OBP12-F1 ATGTCGTCTAGAAGCATTATC cDNA 克隆 

OBPI2-RI TTATACCAGGAACCAGTTCTCC cDNA cloning 
OBPI2-UFI TAAGGACATCGTACTCGCCG 实时 荧光 定量 PCR 
OBP12-t1 R1 CGTCATACATGCAGGCGTTG qRT-PCR 

actin-tl F1 TAGCCATCCAAGCCGTACTC 内 参 基 因 扩 增 

actin-t] R1 GGGTACCGTGTGGGATACAC Amplification of the reference gene 
OBP12-xF1 CG GGATCCAAATTACAACTTCCACCTGATC 和 蛋白 表达 

OBPI2-xRI CCC AAGCTTGGGTTATACCAGGAACCAGTTCTC Expression of protein 





下 划 线 分 别 表示 内 切 酶 BamH I ( GGATCC) FI Hind I ( AAGCTT) 酶 切 位 点 。Restriction sites of BamH | ( GGATCC) and Hind II ( AAGCTT) are 


underlined, respectively. 


光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 基因 的 表达 量 分 析 
利用 实时 荧光 定量 PCR 检测 光 肩 星 天 和 牛 
0BP12 在 成 虫 不 同 组 织 的 相对 表达 量 , 内参 基 因为 
光 肩 星 天 牛 肌 动 蛋白 基因 Aglaactinl (登录 号 : 
KX660673) ,qRT-PCR 所 用 的 引物 序列 见 表 1。 反 
应 体系 :SYBR® Premix Ex Taq™ I (2 x )10 pL, E 
下 游 引物 (10 umoL) 各 0.8 uL, cDNA 模板 2.0 
RL,DEPC 水 补足 至 20 pL。 利 用 三 步 法 标准 程序 
进行 扩 增 : 95°C 预 变性 30 s; 9$% 变性 10 s, 607C iR. 
火 30 s, 72% 延伸 30 s, 共 40 个 循环 ,最 后 在 60 ~ 
95°C 进行 熔 解 曲线 分 析 以 排除 非特 异性 PCR 产物 
的 污染 ,每 个 样品 3 次 生物 学 重复 、3 次 技术 重复 。 
利用 2-^^" 法 计算 OBPI2 在 不 同 组 织 的 相对 表达 
量 ,0BP12 在 成 虫 不 同 组 织 间 的 表达 量 差 异 用 单 因 
素 方差 分 析 (Turkey s) 进行 检验 (a 2 0.05) , dE ME 
雄 间 的 表达 量 差 异 用 独立 样本 检验 (Independent 
t-test) 检测 (aw 20.05) , 

1.7 光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 的 原核 表达 及 纯化 
根据 光 肩 星 天 牛 OBP12 的 编码 区 序列 及 表达 
载体 pET28a( + ) 设计 带 有 BamH I 和 Hind M SEU] 
位 点 的 引物 序列 ( 表 1) 。 以 雌 虫 触角 cDNA 为 模板 
进行 PCR. 扩 增 ,将 扩 增 产物 纯化 回收 后 连接 到 
pMD® 19-T 克隆 载体 中 ,然后 转化 DH5a 感受 态 细 
胞 ,经 蓝 白斑 筛选 后 挑 取 阳 性 菌落 振荡 培养 12 ~ 16 
h ,提取 质粒 DNA 并 测序 验证 。 将 含有 目的 片段 的 
重组 克隆 质粒 DNA 和 pET28a (  ) 质粒 DNA 分 别 
进行 酶 切 ,在 T4 DNA 连接 酶 的 作用 下 将 目的 片段 
连接 到 表达 载体 pET28a( + ) 上 ,再 转化 到 DH5a 感 
受 态 细胞 中 ,用 含有 卡 那 霉 素 的 LB 平板 培养 基 进 
行 筛选 , 挑 取 阳 性 克隆 进行 培养 ,小 量 提 取 质 粒 后 测 


1.6 












































序 验 证 。 将 测序 验证 正确 的 重组 质粒 pET28a( + )/ 
AglaOBP12 转 人 大 肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 
(DE3 ) 感受 态 细胞 , 涂 板 培养 后 挑 取 单 菌落 于 LB 
培养 液 中 振荡 培养 (37% ，220 r/min, 12-16 h), 
将 小 量 培养 后 的 菌 液 按 1: 100 (v/v) 的 比例 接种 于 
新 鲜 的 LB 培养 液 ( 含 Kan 50 pg/mL) rp, 37'C, 
220 r/min 振荡 培养 至 OD =0.6 ~0.8 时 ,加 入 终 
浓度 0.5 mmol/L IPTG 诱导 培养 5 bh, 然后 离心 收集 
菌 体 ,将 菌 体重 新 悬浮 后 超声 波 破碎 ,12 000 r/min 
离心 30 min ,收集 上 清和 沉淀 ,SDS-PAGE 检测 蛋白 
的 表达 情况 。 重 组 蛋白 的 变性 和 复 性 ,纯化 回收 , 浓 
度 测 定 及 保存 参照 Li 等 (2016b) 的 方法 进行 。 
1.8 Western-blot 免疫 印迹 检测 

利用 半 干 法 转 膜 (电流 300 mA, 转 膜 时 间 60 
min ) 使 重组 蛋白 从 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 转移 至 固 相 载 
体 PVDF 膜 上 。 首 先 用 封闭 液 (TBST 溶解 的 5% Wi 
脂 奶 粉 ) 对 膜 封 闭 2 Ph, 然后 用 1:8 000 倍 稀释 的 抗 
His 标签 鼠 单 克隆 抗体 室温 封闭 2 h。 移 弃 溶液 后 
用 洗 脱 液 TBST 洗 膜 5 次 ,然后 加 入 1: 50 000 倍 稀 
释 的 羊 抗 鼠 二 抗 室温 反应 1 h, 用 TBST 洗 脱 液 洗 膜 
5 次 ,最 后 加 入 免疫 印迹 化 学 发 光 试 剂 在 UVP ERE 
成 像 系统 中 显 色 观 察 。 
L9 荧光 竞争 结合 实验 

将 低温 冻 存 的 重组 蛋白 溶 于 20 mmol/L Tris- 
HCICpH 7.4) RIRE 2: pmol/L 的 测试 浓度 , 9626 
PREF 1-NPN 和 气味 标 样 ( 即 表 2 中 的 气味 配 体 ) 用 
色谱 级 甲醇 溶解 至 1 mmol/L 的 储存 液 。 荧 光 分 光 
光度 计 样 品 池内 安装 1 cm 光 通 径 的 四 通 面 石英 比 
色 杯 (容积 4 mL) ,发 射 光 与 激发 光 狭 颖 宽度 均 设 为 
10 nm ,电压 400 V ,激发 光波 长 337 nm ,扫描 发 射 波 
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长 370 «550 nm, 

(1) 测 定 光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 和 L-NPN 的 
结合 常数 。 首 先 移 取 2 mL 2 pmol/L 的 蛋白 溶液 至 
石英 比 色 杯 中 , 按 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 和 18 
pamol/L 的 浓度 梯度 加 入 1-NPN 至 蛋白 与 荧光 探 针 
的 结合 达到 饱和 ,分 别 记录 每 个 梯度 下 产生 的 最 大 
荧光 强度 值 ,利用 荧光 值 计 算 蛋 白 与 1-NPN 的 结合 
常数 ( Kiwow)。(2) 测 定 AglaOBPI2 与 气味 配 体 的 
结合 常数 。 向 比 色 亚 中 加 入 2 pmol/L AglaOBPI2 
蛋白 溶液 和 2 pmol/L 荧光 探 针 1-NPN ,在 相同 条 件 
下 记录 初始 荧光 值 , 然 后 将 每 种 气味 标 样 以 终 浓 度 
2,4,6, 8, 10, 14, 18 和 22 pmol/L f] ff BE Cif d 
类 物质 的 浓度 梯度 :1, 2, 4, 6, 8, 10 和 12 kmol/ 
L) 加 入 到 蛋白 和 1-NPN 的 混合 溶液 中 ,记录 荧光 强 
度 值 。 当 荧光 强度 值 降低 到 初始 荧光 值 一 半 时 的 配 
体 浓 度 即 为 欧 光 强度 中 浓度 (ICs ) ,利用 公式 K; = 
[ICs |/ 1 +[1 - NPN ]/K, nn) 计算 各 气味 配 体 的 














结合 常数 ,其 中 [1 - NPN ] 为 未 结合 的 1-NPN 的 浓 
度 ,K, NA 为 1-NPN 与 Agla0BP12 蛋白 的 结合 常数 。 


2 结果 


2.1 光 肩 星 天 牛气 味 结合 蛋白 基因 的 克隆 与 序列 
分 析 

对 光 肩 星 天 牛 雌 虫 触 角 转 录 组 测序 和 基因 功能 
注释 获得 的 1 种 候选 OBP 基因 进行 克隆 ,利用 传统 
DNA 测序 校正 了 转录 组 测序 和 拼接 组 装 中 出 现 的 
错误 碱 基 , 得 到 了 该 基因 的 完整 编码 序列 ,命名 为 
AglaOBP12 ( GenBank 登录 号 : KX890109 ), 
AglaOBP12 的 开放 阅读 框 (ORF ) 长 414 bp, 编码 
137 个 氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 13. 9 kD, 等 电 点 为 
4.71, 94 JEBE JUR] N- 末 端 有 18 个 氨基 酸 组 成 的 
言 号 肽 序列 (图 1)。 









































TCG TCT AGA AGC ATT ATC TTT TTT TTC TGT TTA ATA ACT TTG GCA TAT AGT AAA TTA 60 
M S S R S $: T F E F e L T T L A X: S K L 20 
CAA CTT CCA CCT GAT CTG CAA GAA TAC GCG GAT GAA TTA CAT GAT TTA TGT ATC AAA AGA 120 
Q L P P D L Q E X A D E L H D L e I K R 40 
ACT GGA ATA ACG GAA GAT GAC CAT ATA GCC TAT GAT ATA GCA AAT AAT CCT CAC GAT GAA 180 
T G I T E D D H I A Y D I A N N P H D E 60 
AAA CTT CAA TGT TAC ATA AAG TGT CTT TTG ATG GAG GCA AAT TGG ATG GAC AAA GAT GGT 240 
K L Q DD xr I K © ıı L M E A N W M D K D G 80 
GTT ATA CAA TAT GAT TCG ATC GAA GAA AAC ATT CAT GAA GGC GTT AAG GAC ATC CTA CTC 300 
v I Q Y D W I E E N I H E G V K D I V L 100 
GCC GCC CTT AGG AAA TGC AAA AAT ATA AAT GAG GGT GCT AAT CTT TGC GAA AAA TCT TCA 360 
A A L R K e K N I N E G A N L Ð e: K S S 120 
CAT TTC AAC GCC TGC ATG TAT GAC GCT GAT AAG GAG AAC TGG TTC CTG GTA 414 
H F N A © M E D A D K E N W F L V bx 137 
图 1 光 肩 星 天 牛 Agla0BP12 BECTERAR S SERRE 91 
Fig. 1 Nucleotide and amino acid sequences of AglaOBP12 in Anoplophora glabripennis 





预测 的 信号 肽 用 下 划 线 表示 ,6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 用 灰色 底 纹 的 





conserved cysteines are marked by a circle with gray background. 


2.2 AglaOBPI2 多 序列 比 对 及 系统 进化 分 析 
AglaOBPI2 与 天 牛 科 内 物种 松 墨 天 牛 
Monochamus alternatus, XER ^F. Batocera horsfieldi 
以 及 其 他 昆虫 Classical OBPs 的 多 序列 比 对 发 现 ， 
AglaOBPI2 氨基 酸 序列 具有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 
基 , E. 分 布 符 合 C1-X2066-C2-X3 -C3-X21.43 -C4-X; 14- 
C5-X,-C6 和 Cl-X,4,-C2-X,-C3-X,, 4-CA4-X, ,,-C5- 
X,-C6 CX 为 除 半 胱 氨 酸 以 外 的 其 他 氨基 酸 ) 的 特 
fE , AglaOBP12 在 序列 结构 上 属于 Classical OBPs W. 
家 族 ( 图 2)。 通 过 对 Agla0BP12 序列 同 源 性 搜索 
(BlastX) 发 现 , AglaOBPI2 与 松 墨 天 牛 MaltOBP10 
和 云 斑 天 牛 BhorOBP2 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ， 
分 别 达 8296 和 81% ;与 榆 蓝 叶 甲 Pyrrhalta aenescens 




















圆圈 表示 . The predicted signal peptide sequence is underlined, and six 


PaenOBPI15 和 大 猿 H FB Colaphellus 
CbowOBP17 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 也 较 高 ,分 别 达 
57% 和 5396 ,与 已 知 其 他 昆虫 OBPs 的 氨基 酸 序列 
一 致 性 较 低 , 均 小 于 50% 。 将 Agla0BP12 与 其 他 昆 
虫 的 89 种 OBPs 构建 系统 进化 树 发 现 ,所 选择 的 
OBPs 分 别 聚 类 到 3 个 不 同 的 进化 枝 , 即 "Classical 
OBPs" , *Minus-C OBPs” 和 “Plus-C OBPs” 进 化 枝 。 


bowringi 








本 实验 克隆 的 AglaOBP12 与 BhorOBP3， 
DarmOBP2, DhelOBP13, DponOBP2, DponOBP3, 
DponOBP6, MaltOBP10， PaenOBP15 等 37 种 


Classical OBPs 聚 类 到 同一 个 独立 的 进化 极 , 表 明 它 
们 之 间 在 进化 关系 上 更 加 同 源 ( 图 3)。 
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MaltOBPilO0  ..-... MHRAVVEMWSRSIFVFFGLVTLTYAK..LEIJSPEL.QDYADE 46 
PhorOBP2 sae. MSLRIVIALFSLASVAYAK..LQIISVEL.QEYADG 39 
PaenOBP15 RGVSFIKLVCVSSNMYKRLIYFAFTLLVSSYA...IK PEL . QEYVDE 51 
PmacOBPi15 PGVSFIKLVCVSSNMYKLIYFAFTLLVSSYA...IKIIJSPEL.QEYVDE 51 
CbowOBPT] 6-4. MFSKGFVYVLACVALCQS...IEIIBSSEL.QEYVED 38 
DarmOBP2 22222 s S IMHCFHVCLIVFFAICGCSSSL.KITIBPEL.QEYVDD 42 
DheloBPI3 ě elxEu mtem MYIRICGLMWLIAVSSFCAAS.ELQIJSDEL.QEYINE 42 
Ee - oculo» x MSRMLPAALFVVLATLTFATA.EIVVISBDDL.KDYINE 42 
"TROIOBPZ. ul. wee-ew- e MSLKFLIVFLISPFFVAS.KVDIJ$PDL.QRFIDD 39 
CnipOBB2- Ns ead MFSSSLVLIFSCAINFLNAGDVYHSAELMEEIVAP 42 
CpalOBP2 RORIS NON aiwiwIe Ww PIE iS MFVSSLVLVFSCALTFLNAGDVY PELMEEIVNP 42 
RdomOBP4 . ............. MIMKNIILLPLFSVLATS...VQTI/ESEEM.LVEKMSK 38 
AgXaOBPi12 enan bse etau as MSSRSIIFFFCLITLAYSK..LQIJPDL.QEYADE 39 
MaltOBPi10 RTGITEDDHLAYDIINNPHDEKL(Q 101 
BhorOBP2 94 
PaenOBP15 QTGITDADHAAYDIVENPHDPELMeÉ 106 
PmacOBPi15 QTGITDADHAAYDIVKNPHDPKLMSk 106 
CbowOBP17 KSGISEDDHAAYDVKTNPHDPKLQ 93 
DarmOBP2 KGGLTENDHQTYDINHK..NEKM 95 
DhelOBPi13 RMGLTEDGHKTYNIDNEK..DPKWMe 95 
TcasOBP24 EMGLTEGDHKNEYNIHVK..DPKMMsk 95 
TmolOBP2 DRGLTEDDFNKFDITKRK..DPVMMeb 92 
CnipOBP2 RLSKTDDDVASYNIETN..KPDME 95 
CpalOBP2 RLSKSDADVASYNIETN..TPDMF[9eb 95 
RdomOBP4 RLGISEDVIAKRYRITDS..SPPV 90 
AglaOBP12 RTGITEDDHIAYDIANNPHDEKL(BSE 94 
MaltOBPi0 SEKASHSNZISeMYEADRENWFL 143 
BhorOBP2 BEKASHBSNZISMYEADKENWFL 136 
PaenOBPi15 QRASNESNFISLYGADPVNWYL 148 
PmacOBPi15 SCKASNSNFIHSLYGADPVNWYL 148 
CbowOBP17 SEKAS NF[SMYDADPVNWFL 135 
DarmOBP2 SEKSYNHSNHISLYEADPVNWFF 137 
DhelOBP13 EKAYNHSNEISMFGADPENWFF 137 
TcasOBP24 RDIPKGTMEHeSEKAYNRBNMeLFNADPENWFF 137 
TmolOBP2 GTKTAEGAEHSEKRSYNEQIYY[SMNCVEPEDWVL 134 
CnipOBP2 MHVEYNDDI[SEHAYNISNVeLHNADPVHYFL 137 
CpalOBP2 MHVEYNDDII[SEEAYNEIS3NVIeLENADSVHYFL 137 
RdomOBP4 EHSYNHSHIJSAYRTDPENYYL 132 
AglaOBP12 EKSSHBNZISMYDADKENWFL 136 

















图 2 — AglaOBPI2 与 其 他 昆虫 Classical OBPs 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 2 Amino acid sequences alignment of AglaOBPI12 with classical OBPs from other insect species 
星 号 表示 保守 位 点 的 半 胱 氮 酸 残 基 The conserved cysteines are indicated with asterisks. 气味 结合 蛋白 来 源 物种 及 GenBank 登录 号 Origin species 
of odorant binding proteins and their GenBank accession numbers; 松 墨 天 和 牛 Monochamus alternatus (MaltOBP10 ，AIX97025. 1 ) ; 云 斑 天 和 牛 Batocera 
horsfieldi ( BhorOBP2, AHA33380. 1) ; 榆 蓝 叶 甲 Pyrrhalta aenescens ( PaenOBP15, APC94288. 1 ) ; 榆 黄 叶 甲 Pyrrhalta maculicollis ( PmacOBP15 , 
APC94206.1) ; 大 猿 叶 甲 Colaphellus bowringi ( CbowOBP17, ALR72505. 1) ; 华山 松 大 小 才 Dendroctonus armandi ( DarmOBP2, AIY61045.1) ; 花 
2X AE Dastarcus helophoroides ( DhelOBP13, AIX97059. 1) ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum (Tcas0OBP24, EFA04747. 2) ; 黄粉 虫 Tenebrio molitor 
( TmolOBP2, AJM71476.1) ; H3 Chrysoperla nipponensis ( CnipOBP2, AKW47223. 1) ; 大 草 岭 Chrysopa pallens ( CpalOBP2, AKWA47195. 
1); 谷 过 Rhyzopertha dominica ( RdomOBP4 , AIX97145. 1) ; 光 肩 星 天 牛 Anoplophora glabripennis ( AglaOBP12, KX890109) . 


























2.3 ”Agla0BP12 基 因 在 成 虫 不 同 组 织 的 表达 量 
分 析 

为 了 解 AglaOBP12 基因 的 可 能 功能 ,利用 qRT- 
PCR 测定 了 AglaOBPI2 在 雌雄 成 虫 不 同 组 织 的 
mRNA 转录 水 平 (图 4)。 结 果 表 明 ,Agla0BP12 [fs 
在 肉 虫 腹部 未 检测 到 葡 光 信号 外 ,在 其 他 组 织 均 有 
表达 ,但 在 触角 中 的 表达 量 最 高 , 显著 高 于 其 他 组 
2H. AglaOBP12 在 肉 虫 触角 中 的 表达 量 分 别 是 头 、 


E 




















胸 . 足 和 翅 部 表达 量 的 555,，87 275, 4 359 和 1 446 
倍 , 在 雄 虫 触角 中 的 表达 量 分 别 是 头 、 胸 、 腹 . 足 和 却 
部 表达 量 的 891, 9 484, 6 371, 269 和 942 倍 。 
AglaOBP12 FE WEE E fg fff (P = 0. 109) , $ (P = 
0. 453) 中 的 表达 量 差 异 不 显著 ,在 肉 虫 头 部 的 表达 
量 显著 高 于 雄 虫 (P =0. 000) ,在 雄 虫 足 中 的 表达 量 
显著 高 于 雌 虫 (已 =0.010) 。 
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Minus-C 


图 3  AglaOBPI2 与 其 他 昆虫 OBPs 的 系统 进化 树 构建 
Fig. 3 Construction of phylogenetic tree of AglaOBP12 and OBPs from other insects 





OBPs 序列 的 来 源 物种 Origin species of OBPs sequences; AlinOBP4; # fa Ej Mi Adelphocoris lineolatus; AplaGOBP83a-X1, AplaGOBP83a, 
AplaGOBP72, AplaGOBPI9d, AplaGOBP69a, AplaGOBPS6d: H $475 J Agrilus planipennis; AtumGOBP72, AtumGOBPI9d; 小 蜂窝 甲虫 Aethina 
tumida; BhorOBPl1, BhorOBP3: 云 斑 天 和 牛 Batocera horsfieldi; BoleGOBPI9d-like; i R X WE Bactrocera oleae; BmorGOBP1, BmorGOBP2, 


BmorPBP1, BmorPBP2, BmorPBP3; Æ Bombyx mori; CbowOB 




















P1, CbowOBP2, CbowOBP4 , CbowOBP5 , CbowOBP13, CbowOBPI17, CbowOBPIS8, 


CbowOBP20, CbowOBP22, CbowOBP23, CbowOBP25: X žġ [| Hi Colaphellus bowringi; CnipOBPll; H Æ% X "E $ Chrysoperla nipponensis; 


CpalOBP11: 大 草 蛤 Chrysopa pallens; DarmOBP2, DarmOBP3 , DarmOBP7 : 4EilifA-K/]v£ Dendroctonus armandi; DhelOBP13; 1524 2j P 





helophoroides; DhouOBP ; 云南 松 毛虫 Dendrolimus houi; DkikOBP; 思茅 松 毛虫 Dendrolimus kikuchii; DponOBPl1, DponOBP2, 
DponOBP6, DponOBP9, DponOBP16, DponOBP17, DponOBP19, DponOBP26, DponOBP28: 山 松 大 小 圳 Dendroctonus ponderosae; H 
HarmGOBP2, HarmPBP1, HarmPBP2, HarmPBP3; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; HparOBPS5 , HparOBP16, HparOBP18, HparOBP29; H 


Holotrichia parallela; LoryOBP: 稻 水 象 



































LE ES 


Dastarcus 
DponOBP3, 
armGOBPI , 
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Lissorhoptrus oryzophilus; LstrOBP, LstrOBP8, LstOBPO; 7X Vi Laodelphax striatellus; MaltOBP4 , 


MaltOBP5 , MaltOBPIO : 松 墨 天 和 牛 Monochamus alternatus; NvesGOBP72 , NvesGOBP lush-like, NvesGOBP56d, NvesGOBP99a, NvesGOBP56a: 大 红 

















Nicrophorus vespilloides; PaenOBP15 : 榆 蓝 叶 甲 Pyrrhalta aenescens; RdomOBP3, RdomOBP7, RdomOBP8, RdomOBPl1: 43$ Rhizopertha 


dominica; RaplOBP2, RaplOBP4 ; 棕榈 象 甲 Rhynchophorus palmarum; SexiOBP9: 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua; SfurOBP4, SfurOBPO; [41$ KEL 
Sogatella furcifera; TcasOBPA, TcasOBPC20, TcasOBP25 ; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum; TmolOBP11, TmolOBP14, TmolOBPI5, TmolGOBP83a, 
TmolGOBP56-like, TmolGOBP72, TmolGOBP19d; 黄粉 虫 Tenebrio molitor. 采用 最 大 似 然 法 ( Bootstrap: 1 000 次 ) 构建 进化 树 。Phylogenetic tree 
was constructed by maximum likelihood ( ML) method (bootstrap: 1 000). 


2.4 重组 蛋白 AglaOBP12 的 表达 及 纯化 
从 图 5(A) 可 以 看 出 ,重组 表达 质粒 pET28a 














IPTG 的 诱导 下 成 功 表达 ,SDS-PAGE 检测 发 现 重组 
蛋白 主要 以 包涵 体 的 形式 存在 。 纯 化 的 重组 蛋白 在 


( + )/AglaOBP12 转 人 感受 态 细胞 BL21(DE3 ) 后 在 。” 北 胶 上 显示 得 到 大 小 约 16 kD 的 单一 条 带 (图 5: 
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SR] NS 生 强 烈 的 亦 光 光谱 。 交 光 强 度 值 的 增幅 随 加 入 1- 
som | rh cu de NPN 浓度 的 不 断 增 大 而 逐渐 减 小 ,最 终 蛋白 和 1- 
4000 A œ 上 肉 虫 Female X H J& WINN, Ext 9S 
3000-—.! ! sia mum jb Male NPN 的 结合 达到 饱和 ,通过 结合 曲线 和 Scatchard 7; 


B* 


相对 表达 量 


Relative expression level 











组 织 Tissues 


图 4  AglaOBP12 在 光 肩 星 天 牛 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 量 
Fig 











.4 Expression levels of AglaOBP12 in different tissues 
of Anoplophora. glabripennis adults 

An; 触角 Antenna; He: 3k Head; Th: ffi] Thorax; Ab: Jf Abdomen; 

Le: JÉ Leg; Wi: $8 Wing. 小 写字 母 和 大 写字 母 分 别 表示 上 肉 虫 和 

雄 虫 不 同 组 织 间 的 表达 量 差异 显著 (Tukey's 检验 , œ 70.05), 

星 号 表示 同一 组 织 肉 雄 虫 之 间 的 表达 量 差异 显著 (独立 样本 1 检 

验 , a = 0. 05). 


significantly different expression levels among different tissues of the 

















Different lowercase and capital letters indicate 


female and male, respectively ( Tukey’ s test, œ = 0. 05). Asterisk 
indicates significantly different expression levels of AglaOBP12 


between two sexes in the same tissue ( Independent t-test, œ 20.05). 


A,5 泳 道 ) ,表明 获得 了 较 高 纯度 的 融合 蛋白 。 
Western blot 免疫 印迹 检测 也 表明 在 相应 位 置 产生 
特异 性 条 带 ,说 明 此 特异 条 带 为 目的 条 带 (图 5: B). 
2.5 AglaOBP12 与 气味 配 体 的 结合 能 力 

重组 Agla0BP12 和 蛋白 在 337 nm 激发 光波 长 下 
自身 无 明显 的 内 源 荧光 信号 , 当 以 2 pmol/L 的 浓度 
梯度 逐次 加 入 1-NPN 溶 液 时 在 400 ~410nm 处 产 
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程 计算 出 AglaOBPI2 与 1-NPN 的 结合 常数 为 3. 25 
umol/L( K] 6). 
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5 AglaOBP12 重组 蛋白 表达 分 析 (A) 及 其 
Western blot 验证 (B) 
Fig. 5 Expression analysis (A) and Western-blot ( B) 
of recombinant AglaOBP12 

MI, M2: 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1; 未 
经 IPTG 诱导 的 pET28a ( + )/AglaOBP12. 表达 产物 Expressed 
product of pET28a ( + )/AglaOBPI12 without induction with IPTG; 
2: 经 IPTG 诱导 的 pET28a( + )/AglaOBP12 表达 产物 Expressed 
product of pET28a( + )/AglaOBP12 induced by IPTG; 3: 上 清 中 
的 pET28a ( + )/AglaOBP12 表达 产物 Expressed product of 
pET28a( + )/AglaOBP12. in supernatant; 4; 包涵 体 中 的 pET28a 
( + )/AglaOBP12 表达 产物 Expressed product of pET28a ( + )/ 
AglaOBP12 in inclusion bodies; 5: 纯化 的 AglaOBPI2 重组 蛋白 
Purified recombinant AglaOBP12; 6: 纯化 的 融合 蛋白 Western bolt 
检测 Purified fusion protein detected by Western blot. 
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6  AglaOBP12 5j 1-NPN 的 





结合 


曲线 及 Scatchqrd 方程 


Fig. 6 Binding curve and Scatchard plot of the recombinant AglaOBP12 to 1-NPN 
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用 于 诡 光 竞争 结合 实验 的 39 种 气味 标 检 





有 19 种 化 合 物 能 将 1-NPN 探 针 从 d zn 


溶液 中 替换 50% 以 上 ,表明 AglaOBPI2 的 


罕 ,与 气味 物质 的 结合 具有 明显 的 选 SRECE 2). 





表 2， 利 用 荧光 竞争 结 


在 醇 类 物质 中 ,Agla0BP12 与 十 二 烷 醇 .十 四 烷 醇 和 
法 尼 醇 的 结合 能 力 最 强 ,结合 常数 分 别 为 1. 96、 
0.96 和 1. 03 pmol/L。 此 外 , AglaOBP12 5; FE 4E dX 
醇 也 有 较 强 的 结合 活性 , 结合 常数 为 5.81 pmol/L, 





寺 合 实验 测定 的 重组 蛋白 AglaOBP12 与 候选 配 体 的 结 


寺 合 能 力 


Table 2 Binding affinities of the recombinant AglaOBP12 to candidate ligands assessed 


by fluorescent competitive binding assays 




























































































气味 配 体 分 子 量 分 子 式 纯度 (% ) ICs, K; 
Ligands Molecular weight Formula Purity ( pmol/L) ( pmol/L) 
异 戊 醇 Isoamyl alcohol 88.15 CsHi,0 >99.0(GC) - 三 
顺 -3- 已 烯 -1- 醇 Cis-3-Hexen-1 -ol 100. C; H0 98.0( AR) - = 
己 醇 1-Hexanol 102. C; H440 »98.0(AR) - = 
异 辛 醇 Isooctanol 130. Cs HisO >99.0(GC) - > 
XE 1-Decanol 158. Cio H5,0 »99.5(GC) 18.79 x 0.80 14.37 
十 二 烷 醇 1-Dodecanol 186. Ci Hy O >98.0(GC) 2.56 +0.15 1.96 
十 四 烧 醇 1-Tetradecanol 214. Ci H390 95.0 1.25 x0.20 0.96 
葵 甲 醇 Benzyl alcohol 108. C;H,0 »99.5(GC) 21.84 € 3.06 16.70 
芳 樟 醇 Linalool 154. Cio H44 0 »98.0(GC) - - 
TERE Nerolidol 222. Cis H30 97.0 7.60 +0.34 5.81 
法 尼 醇 Farnesol 222. C15H250 95.0 1.35 +0.18 1.03 
反 2- 已 烯 醛 (E)-2-Hexenal 98.15 C, H490 98.0( AR) - - 
己 醛 Hexanal 100 C, H4,0 »95.0(AR) 9.30 +0.38 7.11 
BEIE Heptanal 114 C;H40 97.0( AR) 11.60 x0. 63 8.87 
"ERE Nonanal 142. Co HisO 95.0( AR) - = 
ZS Decanal 156 Cio H20 97.0 (AR) 25.54 +2.35 19.53 
十 二 醋 Dodecanal 184. Cr H340 95.0 1.07 +0.28 0.82 
十 四 醋 Tetradecanal 184. Cu H9505 98.0 = = 
葵 甲 醛 Benzaldehyde 106 CHeO z99.5(GC) - - 
AER J Hf Butyl propionate 130. C7 Hia 0» 99.0(GC) 20.83 +0.45 15.93 
甲酸 - 顺 -3- 己 烯 酯 Cis-3-Hexenyl] formate 128. C; Hj505 295.0 13.15 +0.44 10. 06 
乙酸 - 顺 -3- 已 烯 酯 Cis-3-Hexenyl acetate 142. Cs Hia 05 >97.0(GC) 1.00 +0.17 0.77 
乙酸 已 酯 Hexyl acetate 144 CsHi602 99.0( AR) - z 
乙酸 辛 酯 Octyl acetate 172. Cio H55 05 98.0 9.62 +0.45 6.75 
己 酸 丁 酯 Butyl hexanoate 172. Cio H2902 =99.5( GC) 5.87 +0.16 4.12 
十 四 酸 甲 酯 Methyl tetradecanoate 242 Cis H3003 >98.0(GC) 本 = 
十 六 酸 甲 酯 Methyl hexadecanoate 270. Ci7H3a40> »99.0(GC) - - 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 152. Cs Hs O, z99.0(GC) - = 
RAMP S Methyl jasmonate 224 C13 Hz 03 98.0 (AR) 7.21 +0.54 5.06 
a-k a-Pinene 136. Cio Hi6 98.0 (AR) z = 
CEE) -a um : zum 136. Cio Hi6 98.0( AR) 11.03 +0.75 7.74 
(E,E) 2,6-Dimethyl-2 ,4 ,6-Octatriene 
o.- E fs w-Ocimene 136. Cio Hie z90.0( AR) 10.85 +0.56 7.61 
( —-) CH ( — ) -Camphene 136. Cio Hie 95.0 - = 
p- rs B-Caryophyllene 204. Cis H4 »90.0(GC) 1.06 +0.19 0.74 
茶 甲 且 Benzonitrile 103. C;H;N »99.0( AR) - - 
柠檬 且 Lemonile 149. Cio H5 N 97.0 - - 
十 二 烷 Dodecane 170. C1 Has >99.0 (GC) - - 
十 三 烷 Tridecane 184. C13 Hog 98.0 - - 
十 五 烷 Pentadecane 212. Cis H32 99.0 - - 














Cso: 配 基 蔡 换 50% 荧光 探 针 1-NPN 时 的 浓度 ,以 3 次 重复 试验 的 了 


florescent 1-NPN which is represented by the mean + SE of three replicates. 


Binding constant. 








均值 上 标准 误 表 示 。The concentration of ligand displacing half of the 


- : 无 法 计算 出 ICso ( The IC5; value was not calculable) ; K;: 结合 常数 
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与 奖 醇 和 葵 甲 醇 的 结合 能 力 较 弱 ,与 其 他 5 种 醇 类 
物质 没有 结合 活性 (图 7: A) EREM S 种 醛 类 
物种 中 ,Agla0BP12 与 十 二 醛 的 结合 能 力 最 强 ,结合 
常数 为 0. 82 hmol/ 工 ,与 己 醛 和 庚 醛 也 有 较 强 的 结 
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相对 荧光 值 (90) 
Relative fluorescence 


相对 痰 光 值 (9%) 


Relative fluorescence 


相对 荧光 值 (9%) 
Relative fluorescence 


合 活性 ,结合 常数 分 别 为 7. 11 和 8.87 pmol/L, 5 
其 他 物质 的 结合 能 力 较 弱 ( 图 7: B)。 在 供 试 的 10 
种 酯 类 物质 中 ,Agla0BP12 与 乙酸 - 顺 -3- 己 烯 酯 、 乙 
酸 辛 酯 . 己 酸 丁 酯 和 来 莉 酸 甲 酯 的 结合 能 力 最 强 , 结 
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图 7 寄主 植物 挥发 物 与 1-NPN 竞争 结合 重组 蛋白 AglaOBPI2 





Fig. 7 Competitive binding of host plant volatiles with 1-NPN to the recombinant AglaOBP12 
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合 常数 分 别 为 0.77，6.75, 4. 12 和 5. 06 pmol/L 
(图 7: D)。 在 供 试 的 5 种 蒿 烯 类 物质 中 ， 
AglaOBPI2 与 B- 石 竹 烯 的 结合 活性 最 强 , E CE,E)- 





气味 分 子 与 Agla0BP12 的 有 效 结合 。 有 不 少 研 究 
认为 ,气味 分 子 的 碳 原子 数 影响 配 体 与 重 白 的 结合 
能 力 ,在 一 定 范围 类 , 随 着 碳 原子 数 的 增加 , 配 体 与 


























2,6- 二 甲 基 -2 ,4-6-35 — MI a- 罗勒 烯 具 有 中 等 强度 
的 结合 能 力 , 但 对 其 同 分 异 构 体 a- 落 烯 和 ( - 0 -9X 
烯 没有 结合 活性 ,表明 蓄 烯 类 物质 的 空间 构 型 影响 
蛋白 对 配 体 的 结合 (图 7: C). Agla0BPI2 不 与 葵 
FUIS PrE iii bL BUR T obest UAR 
类 物质 和 脂肪 烃 不 是 AglaOBPI2 的 有 效 配 体 ( 图 7: 
E, F), 











3 结论 与 讨论 


本 研究 基于 光 肩 星 天 牛 触角 转录 组 数据 ,克隆 
了 一 个 气味 结合 蛋白 基因 AglaOBPI2 ,序列 分 析 表 
明 AglaOBP12 基因 编码 的 氨基 酸 序列 有 6 个 保守 
的 半 胱 氨 酸 残 基 ,N- 末 端 有 由 18 个 氨基 酸 组 成 的 信 
号 肽 序列 ,在 系统 进化 树 中 4gla0BP12 与 其 他 昆虫 
的 Classical OBPs 聚 类 到 同一 进化 枝 , 表明 
AglaOBP12 属于 Classical OBPs 亚 家 族 基 因 。 在 鳞 
翅 目 昆虫 中 ,根据 OBPs 序列 的 同 源 性 可 将 Classical 
OBPs 分 为 PBPs, GOBPs 和 ABPX 三 类 ,并 可 借助 
OBPs 基因 的 表达 特点 、 免 疫 定位 和 蛋白 的 结合 特性 
进行 验证 (Vogt et al., 1991; Laue et al., 1994; Yin 
et al., 2012) , 5H H Eb. HR F , Classical OBPs 基因 
种 类 相对 较 少 ,已 发 掘 的 基因 资源 相对 不 足 , 目 前 对 
Classical OBPs 的 进一步 分 类 相对 困难 。 如 此 次 构 
建 进化 树 所 选 的 大 红 埋 项 虫 Nicrophorus vespilloides 
NvesGOBP56a, NvesGOBP56d 和 NvesGOBP99a, 以 
AES] Agrlus planipennis AplaGOBP56a 
(Duan et al., 2015) 在 序列 结构 组 成 上 均 属 于 
Minus-C OBPs, 但 却 被 归 为 GOBPs 亚 家 族 。 根 据 
AglaOBPI2 在 肉 雄 虫 触角 中 的 表达 特点 、 进 化 聚 类 
关系 以 及 与 气味 配 体 的 结合 特性 ,推测 AglaOBPI2 
属于 Classical OBPs 中 的 ABPX 亚 家 族 基 因 ， 
AglaOBPI2 蛋白 可 能 在 成 虫 定位 补充 营养 寄主 的 信 
息 识 别 中 发 挥 作用 。 
由 于 光 肩 星 天 和 牛 成 虫 对 寄主 植物 有 明显 的 选择 
取 食 特 性 ,本 试验 主要 选择 了 嗜 食 寄主 植物 五 角 枫 、 
旱 柳 、 小 时 杨 Populus simonii 等 的 39 种 挥发 物 的 气 
味 标 样 进行 测试 。 测 试 结 果 表 明 , AglIaOBPI2 的 气 
味 结合 谱 较 罕 , 仅 能 结合 被 测试 的 39 种 挥发 物 中 的 
19 种 化 合 物 ,包括 醇 \ 醛 、 酯 和 昔 烯 类 物质 ,但 不 能 
结合 烷烃 和 且 类 物质 ,表明 气味 配 体 的 官能 团 影响 



















































































重组 重 白 的 结合 能 力 逐 渐 减弱 (Li et al., 2008; 
Jiang et al., 2009; Yu et al., 2009; Deng et al., 
2012; Yin et al., 2012) ,也 有 研究 认为 气味 配 体 的 
结合 能 力 与 配 体 的 碳 原子 个 数 之 间 无 明显 线性 关系 
(Li et al., 2016b; HR 5&4, 2016; 覃 江 梅 等 ， 
2016), KEPARA Scu 46H] AglaOBPI2 对 气味 
配 体 的 结合 能 力 与 主 链 碳 原子 数 之 间 无 明显 的 相关 
关系 ,如 AglaOBPI2 既 能 与 己 醋 (C6) 乙酸 - 顺 -3- 己 
Hiis ( C8 ) 等 碳 原 子 数 较 少 的 气味 配 体 结合 ,也 能 后 
十 四 烷 醇 (C14)、 橙 伦 权 醇 (C15) 3 JE BE (C15) 等 
碳 原子 数 较 多 的 气味 配 体 结合 ,但 Agla0BP12 对 主 
链 在 CIO ~ C14 的 气味 配 体 有 和 较 强烈 的 结合 活性 ， 
Al T — 5e Bs, T VIUERE 3E JE RE ROHEUSE T — RE. 
乙酸 丁 酯 和 8B- 石 竹 精 等 。 此 外 , 配 体 的 空间 构象 也 
影响 Agla0BP12 的 结合 能 力 ,如 o-Jie M (E, E)-2, 
6- 二 甲 基 2,4,6- 辛 三 烯 、a- 罗 勒 烯 和 ( - ) -9 JS E 
E HIR, CE,E) 2,6- HH 3E2 ,4,6-2E — HERI a- 罗 
IM AglaOBPI2 表现 出 中 等 程度 的 结合 活性 ,而 
oU ARURIC - )- 庶 烯 不 能 与 重组 蛋白 结合 。 气 味 结 
合 蛋 白 具 有 由 6 个 a 螺旋 组 成 的 琉 水 性 结合 口袋 ， 
气味 配 体能 否 进入 结合 口袋 内 部 主要 取决 于 气味 配 
体 的 碳 链 长 度 和 气味 分 子 的 极 性 。 气 味 配 体 进入 
OBPs 结合 口袋 后 能 否 与 蛋白 有 效 结合 ,与 气味 配 体 
能 否 与 结合 口袋 内 的 某 些 氨 基 酸 残 基 形成 稳定 的 化 
ZEAK WEKRE Drosophila melanogaster lush 
蛋白 与 乙醇 (Thode et al., 2008) , Z & Bombyx mori 
BmorPBP1 -5% Ik B% ( Sandler et al., 2000) ,烟草 天 
蛾 Manduca sexta MsexGOBP2 与 (6E, 11Z)- 
Hexadecadienyl diazoacetate ( Feng and Prestwich, 
1997) , [x] EC ME T EX Anopheles gambiae AgamOBP7 与 
名 蚊 胺 (Tsitsanou et al., 2012) , Æ MV. Kf. Locusta 
migratoria LmigOBPl 5 + d $ E; ( Jiang et al., 
2009), UR 5 E&O E Grapholita molesta 
GmolGOBP2 与 十 二 烷 醇 (Li et al., 2016a) 能 够 特异 
性 结合 ,是 由 于 结合 腔 内 特定 的 亲 水 性 残 基 - OH 
或 - NH, 能 与 气味 配 体 的 羟基 或 痰 基 形 成 氧 键 ,从 
而 使 蛋白 与 配 体 之 间 表 现 出 强烈 的 特异 性 结合 。 
AglaOBPI2 与 主 链 有 10 ~ 14 个 碳 原子 的 醇 、 醛 类 挥 
发 物 之 所 以 强烈 结合 ,推测 其 与 结合 腔 内 的 亲 水 性 
残 基 形 成 的 氢 刍 有关, 具体 的 结合 机 制 还 需 解析 
Agla0BP12 与 配 体 复合 物 的 晶体 结构 或 通过 同 源 建 
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模 、 分 子 柔性 对 接 和 定点 突变 技术 进行 验证 。 

乙酸 - 顺 -3- 己 烯 酯 、 橙 花 叔 醇 、 法 尼 醇 和 Bt TT 
烯 是 光 肩 星 天 牛 嗜 食 寄主 五 角 枫 的 主要 挥发 物 ( 李 
广 伟 等 , 2017b) ,对 成 虫 有 明显 的 电 生 理 反 应 和 行 
为 活性 ,这 些 气味 物质 与 Agla0BP12 表现 出 强烈 的 
结合 活性 。 顺 -3- 己 烯 -1- 醇 、 正 己 醇 、 芳 樟 醇 反 2- 已 
Jis EE .a- 蔬 烯 、( — )- 绕 烯 和 十 二 烷 是 五 角 枫 和 旱 柳 
的 主要 挥发 物 组 分 ,部 分 化 合 物 已 证 明 对 成 虫 有 引 
诱 作 用 ( 范 丽 清 等 , 2012, 2013; 李 硕 等 , 2016) ,但 
5j AglaOBPI2 未 表现 出 明显 的 结合 活性 ,推测 这 些 
化 合 物 是 由 光 肩 星 天 牛 的 其 他 OBPs 识别 , 光 肩 星 
天 牛 在 寄主 植物 挥发 物 的 识别 过 程 中 需要 多 种 
OBPs 的 协同 配合 ( 房 迟 琴 等 , 2016) 。B- 石 竹 燃 是 
光 肩 星 天 牛 主要 寄主 植物 共有 的 挥发 物 ,其 单 体 化 
合 物 或 与 聚集 信息 素 的 联合 混 配 物 均 对 光 肩 星 天 牛 
有 诱捕 效果 , 在 供 试 的 39 种 气味 配 体 中 ， 
Agla0BP12 与 B- 石 竹 烯 的 结合 能 力 最 强 , 推测 
Agla0BP12 是 识别 B- 石 竹 烯 的 重要 气味 结合 蛋白 。 
(2)9-—TFzHH,(2)9-— T & 5, 02)-7- 二 十 五 
烯 ,(Z)-9- 二 十 七 烯 和 (2Z)-7- 二 十 七 烯 是 光 肩 星 天 
牛 雌性 接触 性 信息 素 成 分 (Zhang et al., 2003), 由 
于 未 购 得 以 上 化 合 物 的 标准 品 ,此 次 试验 没有 测定 
AglaOBPI2 与 性 信息 素 组 分 的 结合 能 力 , 故 
Agla0BP12 是 否 具有 PBPs 的 生理 功能 还 有 待 进 一 
步 研究 。 根 据 Agla0BP12 基因 在 成 虫 触 角 中 高 
度 表 达 的 特点 以 及 重组 蛋白 与 寄主 植物 挥发 物 的 结 
合 特性 ,表明 AglaOBPI2 在 光 肩 星 天 牛 成 虫 的 嗅觉 
通讯 中 发 挥 着 重要 作用 。 
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